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En ce qui concerne les codes a deux lettres et a - . 



Hi (54) Title: NOVEL DNA CHIPS 
= (54) Titre : NOUVELLES PUCES A ADN 

(57) Abstract: The invention concerns a DNA chip svstem fnr „• 

<2 a'Z^^ ^ mUt f° n rcmainS °" ch * at *eVnd S^rfhr ati ° n * *»* SDCh ** ««* the DNA 

^ a complementary oS-phosphothioaledesoxynucleotide of the m^t, .^l"™" «wcmi» a method which consists in addinc 
^ probe hybridised with the target nucleic acid and fa ™ °? " by means ° f D *A polymerase a, ^st^f 2 
!£ DNA in"! 0 ' '"V" ° r abSenCC ° f — " S2d ou r S 50 ^ ° n, y e ^ed probes are not degraXV i 
J DNA ,„ a specie s,te on the chip. Advantageously, the ^^SS^SZT^^ P ~ «* the ^ 
^ * m transistors or piezoelectric transducers 
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NOUVEIXES PUCES A ADN 



,7* toVentt0a 56 «*"* 1 ™> *— <* Puces a ADN pour detect «. 

~ ensure su, „ puce 4 rissu d „ ^ J 

^ .eoue, , oS-p^o^^,^ m ^ 

au «^ d'une ^ po)ymSrase , , - « 
» ac,de »»o ^e ciHe a ^ Ieqne , ^ ^ 

es sondes eiongees ne son, p^ u ^ ^ « 

1 absence d ADN en un site donne* sur la pue, Av^tageusen,^ ,a ^ con^rend 
des ,rans,s«,rs du .ype ISFET on des Bansdnc^ piazo-c^ues. 

U. dans ,es o^ „„ dans te ^ 

«rd. — redone,. sur , ^ > ^ 

~« on r^. de cance,. L , ff « J 

^ «— * - .oea.isa.ion dans I'ADN. Dans <e cas d'une m „*,io„ J 
une re gl on coda„ te , „ ^ otae „ er „ ^ de fc ^ ^ - 

~ se we dans une region ,,„„ de ^ 

^r to — - *- - *» » - - -c. : ^ r 

^ gen^afe ne agnine p. «*^-— one Pindividn concern* co„,ra«era 
effect™ ^ mais que fe ^ - 

-orsone r. ^ s dia8nostiquer „ ^ ^ ^ 

ne « pas dWce o„e„es muMi on S „ 6ut ^ „, ^ ^ '™ 

genes ou a pius^ endroi* ^ m6me ^ ^ 
neoessane de pouvo„ detect stauUantaen, de nomoreuses mumkm 

poiyn.orph.sn.e se fa., de p, us en p hs _ nr dans ..^ ^ 
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decouverte dc nouvelles cibles biologiques d'interets, soit pour connaitre p recisement 
le profi, genetique d'une Uuneur ou d'un patient et envisager des therapies adaptees 

SSCP et la RFLP ma,* elles ne penned pas ^ systemati de 

nombreuses mutations au sein d'un echantillon. 



15 



0 " JeC,i " 13 ^ ,a »*-• . « de „*. au poto, une 

PSnnetlam 1. determinate, simukanee de ptaaieurs nucieotidea a idenffler e, par 
«„, ,e diagnoaic de unions e, de ^orpntaea de ^ ^ 
.0 hdenW^on de nuc^-organianea pauses „„ geneu q uen,en, mom6s Phs 
^fique^en,, ,e probltme reaid. e „ me ^ ^ 

taoctauquea, elecu.niquea „„ opfi^ au seta d'un meme disposiHf qul ^ 
parUcuheremen, fcfc d -u<uiaa n „„, qui pou™, g4nto des signaux ^ _ ^ 
mt,o brui./ siBml aans pour autan. ntoasher u„ Wtemen, „ 
mterpreuMion compuquee. „ « important ^ ^ ^ ^ 

int6gr<5 possible et de faible cofit 



Lea pucea 4 ADN pourraien. repondre aux probl4mK ^ ^ 

propose daua de ,a technique, e L « co-nporteu, des Iimltes 
20 rreinentleur exploitation a grande echelle. 

Une puce consiste en une multitude de sondes nucleiques fixees avec precision a des 
endro.ts definis sur un support solide se presents sous la forme de surfaces planes ou 
poreuses composees de different* materiaux permettant une telle fixation 
25 Jusqu'a p*sent, ,e choix du support etait condition* par sa capacite a permettre la 
flam des sonde, Des materiaux comme le verre, le silicium ou des polymeres sont 
comment utilises dans Fetat de la technique. Les sondes sont greffees sur ces 
surfaces lors d'une p rem iere etape appelee « fonctionalisation » dans laquelle on ajoute 
une couche intermediate de molecules reactives pour capter ou fixer les sondes 
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-bfc. - » «e tt,,s. dar* „ ^ de ^ f „ j(m d , oHgonu 

photochimique mis au pota, par ,a ^ cate ' 

«—*-»- - -face de verre acivee par addiuon de siIaiK ^ 
groups NH, ou OH; Sheldon EX. (1993) Clin. Chem. 39 (4) 718-719 

u„e autre consiste 4 ^ la surface de vrae ^ de h 

dep^er les sonde, p„i s d'efiWr h greffe ^ exposition ^ w 
egalemen, citer les polymeres teta que , K polypyIrofcs ^ 
international. P Bl ° 

Une fois ,es sondes attache a„ support ^ on ^ , ^ 
d de sender dans des conditions ponies. La composition en base 

du duplex es, un el6n.cn, Muencan, . stabiliie qui d^nd de |a 

tempfcarure de fusion <Tm). Lorsque , 0 „ cherche a detecter des mutations poncneUes 
les mes^padements entratnen, une chute du Tk, ce qui a pou, c^uenc une' 
elumnaUon des acides nucleiques qui ne se son, pas tenement hybridees .ors de 
l«ap. de iavage. Ainsi, il quasimen, impossible de 4 
snmutanemen, plusieurs muations dans plusieurs Benra d . mle[Sls „ ^ Tm ^ 
d un dupiex a 1W De plus, la longueur des sondes reprfsenten, une 
techrnqu. non negligible lo.au. 1'on souhaite detecter simultanfaen, de nombreuses 
mutattons a l'aide de differentes sondes de longueur different.. 

En cc qui conceme 1'aape de detection des hybridation*, Tutilisation de mol6cu.es 
fluoKscen.es, telles que la fluoresceine, constitue !. mfcbode de marquage ,a plus 
™. Cene memc^ie perme, une revelauon direct, ou tadirecte de rhybridation e, 
' uuhsaaon de different* ^chrome, an sein d'une mem. experience. Cependan, 
elle reste cooieuse, car die necessite l-emploi de dispositifs assez lourds pour la lecture' 
des longueurs Anises el pour 1'interpretation du signal. 
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La detection de 1'hybridation peut egalement Stre realisee en utilisant des marqueurs 
ra .oac^. Toutefois , cette technique ne pennet ^ d>obtenir ^ 

satisfaisante lorsque l'on recherche une miniaturiser les puces. 

Une approche alternative consiste a utiliser les propriety des materiaux semi- 
conducteurs. Par exemple, on peut choisir un support solide a base de silicium (Si) 
recouvert d'un dielectrique (Si0 2 ) sur lequel on fixe les sonde, Dans certaines 
condmons de polarisation adequates, un courant, sensible aux modifications de charge 
du semi-conducteur, chxule nonnalement de la source vers le drain. L'hybridation 
entre les sondes et l'ADN de 1'echantillon entralne une modification de la densite de 
charge du semi-conducteur a Interface Si/Si0 2 . Cette variation peut etre mesuree et 
permet de detecter 1'hybridation specifique entre sondes et acides nucleiques cibles • 
Souteyrand et al. (1995) Lettre des Sciences Chimiques 54, 9-1 1. Cette technique est' 
utihsee par le laboratoire IFOS de l'Ecole Centrale de Lyon. 

Une autre possibility est .'utilisation de ,a puce developpee par Bechman Instruments 
(Pemuttivity Chips™) qui beneficie de la dispersion dielectrique due aux charges 
negates des groupements phosphates presents dans le squelette nucleotidique Ce 
Phenomena dependant de la longueur de la molecule d'ADN, peut etre quantifie par la 
frequence de relaxation de la molecule. Cette grandeur varie en effet d'un facteur 100 
lorsque la quantite d'ADN varie d'un facteur 10 ; Beattie K. et al (1993) Clin Chem 39 
(4), 719-721. Dans cette technologie, on utilise un analyseur d'impedance pour 
mesurer 1'energie absorbee par les sondes lorsque celles-ci se trouvent appariees. 

Les puces destinees a 1'analyse de mutations doivent etre capables d'analyser a 1'aide 
de sondes chaque base d'une sequence deja connue ou de detecter des mutations 
.denffiees au prealable comme etant impliquees dans des maladies telles que le cancer. 

Dans 1'etat de la technique, ces sondes sont decrites comme comprenant une partie 
30 homologue a la sequence de type sauvage et une modification (substitution, deletion, 
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addmon) locate en milieu de sequence afin de standardise les conditions 
d hybndation. Dans le cas d'une analyse de substitution de base, les sondes sont 
organises en tetrades, ensembles de quatre elements dans lesquels une des sondes 
possede en position centrale la base homologue au nucleotide se trouvant dans la 
5 sequence sauvage ; les trois autres sondes contenant les trois autres bases possibles 
Cette analyse /„ extenso est decrite dans Chee M. et al. (1996) Science 274 610-613 
Selon cette technique, une puce a ADN a ete mise au point pour detecter des mutations 
haerozygotes dans le gene BRCA1 par mesure de la fluorescence . Ce 
comporte environ 10* oligonucleotides permettant la detection de substitutions et 
mserhons de bases uniques, ainsi que des deletions longues de 1 a 5 nucleotides Le 
systeme d'analyse des hybridations repose sur un marquage par deux couleurs (vert par 
la fluoresceine et rouge par une association phycoerythrine et streptavidine) ; Hacia JG 
et al. (1996) Nature Genet 14, 441-447. 

Comme evoquee precedemment, la constitution des puces doit etre amelioree car 
I'analyse des hybridations est rendue difficile par 1'adressage photochimique qui 
prodmt des impuretes et par les variations de stabilite des heteroduplex. De plus les 
d.spositifs actuellement disponibles dans ,e commerce sont relativement onereux 
Enfin, ce systeme est limit* par le fait qu'une etape duplication des echantillons es^ 
necessaire si l>on veut obtenir un signal detectable. Une revue sur les puces a ADN est 
pr&entee dans Gramsey Graham «DNA Chips State of the Art» Nature 
Bxotechnology vol. 16, Janvier 1998, dans Hinfray G. « Les puces a ADN » Biofutur 
avnl 1997 n°166, cahier n°91 et dans Marshall A. and Hodgson J.; Nature' 
Biotechnology vol. 16, Janvier 1998. 

Dans le cadre de la prfsente invention, on a mis au point un systeme de puces a ADN 
qm repose sur 1'hybridation specifique de la sonde (servant dans le cas present 
dWce oligonucleotide) avec 1'ADN cible, Intension la sonde avec addition 
selectxve d'au moins un derive d'oligonucleotide a Semite 3' de Tamorce 
complementaire de l'ADN cible ; 1'amorce ainsi allongee etant resistante a la digestion 
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par «. exonuCtoe, e„ p^e, „ ..^.^ ,„ 0 „ ^ ^ 

un »S-pho S ph<,U, i o aK d 6i ox y „ lK li otide grace a une ADN polymer „ qui OTpMle 

l'exonuclease III de digerer le duplex. 

5 AM. l'ADN resfg present en un site aonne sur la puce seulemen, .ors,ue les 
conditions suivantes sont reunies : 

a) hybridation entre la sonde et l'ADN cible de 1'echantillon, et 

b) prince d'une base complements dans l'ADN cible permettant I'incorporation 
du aS-phosphothioated&oxynucleotide dans la sonde; ce qui empeche sa 

10 degradation par la nuclease. 

Dans le cas ou la sonde ne s'hybride pas avec l'ADN cible, il y . elimination de la 
sonde en un site donne (micropuits ou autre). De meme, si l'ADN cible ne contient pas 
la base complementaire du aS-phosphothioatedesoxynucleotide donne, ce dernier n'est 
15 pas mcorpore-et la sonde est ensuite digeree par la nuclease. 

On obtient ainsi des resultats simples a interpreter puisqu'ils sont seulement de deux 
type: 

- ADN present (I) 
20 - ou ADN absent (0). 

Cette technique associee avec un support solide 61ectronique permet de mesurer la 
difference de charge, de conductance, de distance, d'impedance ou tout autre effet de 
vanation electrique, de variation d'effet de champ ou encore toute variation de masse 
entrainant une variation electrique (transducteur piezoelectrique) sur le support solide 
Par exemple, un tel support pent etre un systeme semiconducteur, notamment un 
systeme ISFET (Ion Sensitive Field Effect Transistor). Ce systeme capte done des 
signaux simples 0 (pas d'ADN) ou 1 (ADN) du type binaire qui peuvent 6tre 
directement transmis a un systeme de traitement de donne, notamment a un ordinateur 
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est MM possible de detecte, 1. present ^ en site ^ 
1- IM. optiuue (tnodincatfon des p ropne , fa ^ du suppon J 
^fmcuon, variation de „ densi* „u mesure de la flnorescence) 
coupian, le d.spositif a un. ^ CCD . £>ans un tcl systtae, ,es rtsnltals Mnt L iles 
. tttetprfu* car Us se n5sun.cn, a des resuta* ADN p^sen, (1) ou ^ ^ 
tons les signau* entre , e, o ob,.„us jusou'a prisen, tians rm d« <a ,echni 0 „e son, 
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Les avantages consequents de ce system resident dans le fait qu'un signal simple est 
detecte sans avoir obligatoirement recours a des marqueurs, que la sensibilite oe 
detects se trouve accrue, qu'il existe moins de risque d'obtenir des faux negatifs ou 
posmfs et que 1 'interpretation des signaux ne necessite pas d'algorithme excessivement 
comphque. D'autres avantages apparent ci-apre* dans la description detaillee de 
I invention. 

15 

Ainsi, la pr e S ente invention se rapporte a un precede de detection d'une mutation en 
posmon n dans un acide nucleique cible, caracterise en ce quMl contend les etapes 

suivantes : 

a) hybridatfon d-une sonde liee en 5' a un support sonde du type puc e a ADN avee un 
ac.de nucleique cib,e, TexWni^ 3" de Udfte sonde s-hybndan, au n^un, j„s q „-au 
nucleotide n-1 de 1'acide nucleique cible , 

b) elongation de Ia son de hybridee a 1'etape a) par incorporation dans la direction 5'-3' 
de nucleotides complementaires dudit acide nucleique cible au moyen d'un mflange 
reacnonnel comprenant au rnoins un derive de nucleotide resistant a la degradation par 

2.5 une exonuclease et une ADN polymerase, 

c) digestion par ladite exonuclease de sorte que seu le S les sondes elongees a 1'etape b) 
ne sont pas degradees, lavage, 

d) detection de la presence ou de ,'absence de la mutation par mesure directe ou 
md ir ecte de Ia presence ou de 1'absence d'ADN. 
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Les etapes cles de ce precede sont illustrees dans 1'exemple presente a la figure , ci . 



apres. 
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On entend par « ADN polymerase », tout enzyme naturel ou modifie ayant une activite 
polymerase. On peut citer par exemple les ADN pol exo-, notamment la T7 ou le 

fragment de klenow, 

On entend par « exonuclease » tout enzyme naturel ou modify ayant une activite 
exonucleasique. On peut citer par exemple Pexonuclease III. On peut element 
envxsager 1'utilisation des ADN polymerase possedant une activite de 
pyrophophorolyse (en presence d'une forte concentration en pyrophosphate, cet 
enzyme ajoute un pyrophosphate sur la derniere liaison phosphodiester et relache done 
le nucleotide en 3'. Ce produit est disponible chez Promega sous la marque 
READIT , et des variants utilisant un systeme de revelation a la luciferase est 
disponible sous la marque READase™. 

Lorsderetaped), lapr&enceou 1 'absence de la mutation peut etre mise en evidence 
selon une premier mode de realisation, par la mesure de la modification d'une' 
propnete du support solide liee a la presence ou a l'absence d'ADN. 
Une autre.solution, consiste a detecter la presence ou 1'absence de la mutation par 
lecture optique de la presence ou a l'absence d'ADN. On entend par lecture optique 
toute mesure d'absorption, de transmission ou d'emission de lumiere qui peut 
eventuellement se trouver a une longueur d'onde spdeifique (260 nm par exemple) soit 
directement de 1'ADN, soit de toute molecule marqueur liee a la sonde. Cette 
defmmon comprend egalement toute mesure de l a fluorescence emise par des 
marqueurs (fluoresceine et/ou phycoerythrine). 

On entend par « derive de nucleotides », tout analogue de nucleotides qui rdsiste a la 
degradation par une nuclease. On peut citer par exemple les ccS- 
phosphothioateddsoxynucldotides tels que aS-dATP, aS-dTTP, aS-dCTP, aS-dGTP, 
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«S-dUTP e, «D. Ce S derive, de nuclides peuven, marqu& 

avec un marqueur fluorescent 

Une « sonde » se definie coxnme etant un fragment nucleotidique comprenant par 
5 exemple de 10 a 100 nucleotides, notamment de 15 a 35 nucleotides, possedant une 
specificite d'hybridation dans des conditions determines pour former un complexe 
d'hybndation avec un acide nucleique cible. Les sondes selon 1 'invention, qu'elles 
scent specifics ou non-specifiques, peuvent etre immobilises, directement ou 
inducement, sur un support solide et peuvent porter un agent marqueur permettant OU 
10 am&iorant leur detection. 

Bien entendu, la sonde sert d Wee dans le cadre de 1'invention puisque I'objectif est 
d'mcorporer un nucleotide modifie en position n corresponds a la position de la 
mutation que 1'on recherche. L'extremite 3' de la sonde se termine done au maximum 
5 et de preference a n- 1 . 

La sonde est immobilize sur un support solide par tout moyen appropri6, par 
exemple par covalence, par adsorption, ou par synthese directe sur un support solide 
Ces techniques sont notamment decrites dans la demande de brevet WO 92/10092 
) La sonde pent etre marquee au moyen d'un marqueur choisi par exemple parmi les 
isotopes radioactifs, des enzymes, en particulier des enzymes susceptibles d'agir sur un 
substrat chromogene, fluorigene ou luminescent (notamment une peroxydase ou une 
phosphatase alcaline) ou encore des enzymes produisant ou utilisant des protons 
(oxydase ou hydrolase); des composes chimiques chromophores, des composes 
chromogenes, fluorigenes ou luminescents, des analogues de base nucleotitiques et 
des hgands tels que la biotine. Le marquage des sondes selon Invention est realise par 
des elements selectionnees parmi les Hgands tels la biotine, 1'avidine, la streptavidine 
la d 10 xy g enine, les haptenes, les colorants, les agents luminescents tels que les agents 
radioluminescents, chemiluminescents, bioluminescents, fluorescents, 
Phosphorescents. Une autre possibility est de marquer. la sonde avec un peptide 
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comprenant un epitope reconnu par un anticorps donne. La presence de cet anticoips 
peut etre revete au moyen d'un second anticoips marque. 

Selon la premiere alternative evoquee ci-dessus, 1'etape d) comporte la mesure d'une 
> variation d'une caracteristique physico^himique, electrique, optique ou mecanique du 
support solide notamment choisit parmi la charge, le dopage, la conductivity la 
res.stance, I'imp&Iance ou tout autre effet de variation 61ectrique, de 1'effet de champ 
ou encore toute variation de masse entramant one variation de champ, de la frequence 
de resonance ou de I'admittance <§lectroacoustique. 

En ce sens, le support solide consiste en une puce a ADN qui peut comporter un 
matenau sflectionne parmi les semiconducteurs, les dielectriques et les transducteurs 
piezo-electriques ou une structure or-prisme. On peut done retrouver done une 
structure de base du type Si/SiO 2 , des structures du type Metal-Oxyde- 
Semrconducteur (MOS), de preference Electrolyte-Oxyde-Semiconducteur (EOS) De 
telles structures sont decrites Jafrrezic-Renault N. ISFET-ENFET, Microcapteurs et 
M.crotechniques 225-235. En resume, ils'agitde transistors a effet de champ (FET) 
notamment des transistors du type ISFET ou de preference ENFET (Enzymatic Field' 
Effect Transistor). Dans le cas d'un support ENFET, il peut etre avantageux de lier a la 
sonde des enzymes de types hydrolases ou oxydases qui consomment ou produisent 
des protons. On rajoute un substrat de ces enzymes et on mesure la variation de pH 
Parmi les molecules permettant d'ameliorer et/ou de simplify J a detection, un groupe 
contenant un atome metallique peut etre greffe sur les sondes, notamment un groupe 
ferrocene. 

Par mesure d'une modification des propriety optiques du support, on entend toute 
mesure de la variation d'une propriete optique du support solide liee a la presence ou a 
l'absence d'ADN sur ledit support. On peut citer par exemple la technologie de la 
societe Biacore qui est notamment decrite dans WO 97/38132. Ce mode de realisation 
de Invention comprend done la mesure d'indice de refraction du support. On peut 
mesurer par cette technique la reflection interne et externe, par exemple de 
l'elhpsometrie, des ondes evanescentes comprenant la mesure de la SPR (surface 
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plasmon resonance), de I'angle de refraction de Brewster, de Tangle critique de 
reflection, de la FTR (frustrated total reflection), ou la STIR (scattered total internal 
reflection). Ces analyses peuvent 6tre realisees au moyen du Biacore 3000™. 

5 Corrfbrmement a la deuxieme possibilite evoquee pr&edemment, l'etape d) consiste a 
mesurer la quantite de lumiere transmise, absorbee ou emise. Dans ce cas, le support 
est fait d'un materiau transparent, notamment du verre. Les techniques d'accrochage 
des sondes sur le verre sont bien connues de l'homme du metier. On peut par exemple 
mesurer la fluorescence des sondes prealablement marquees et effectuer la lecture 
10 optique avec une camera CCD. 

Dans un mode preTere de realisation, un aS-phosphothioatedesoxynucleotide tel que 
aS-dATP, aS-dTTP, aS-dCTP, aS-dGTP, aS-dUTP ou aS-dlTP est incorporf a 
rextremite 3'de la sonde. 

Cela peut s'effectuer par exemple par LCR, ou de preference par PCR asymeteique, la 
sonde servant alors d'amorce etant dans cha-ue cas couplee chimiquement a son 
extremis 5' a la phase solide en un site predetermine. Les aS- 
phosphotWoated&oxynucIeoudes peuvent Stre aisement incorpores dans des 
polynucleotides par toutes les polymerases et transcriptases inverses testees, ce qui 
permet d'utiliser des ADN polymerases d'un prix de revient plus avantageux que dans 
d'autres detections de mutations. 

La fixation prealable des sondes en un site determine sur la puce peut etre realisee par 
les techniques d'adressage microfluidique developpee par la soci&e Orchid ou 
photochimique de la societe Affim6trix ou encore d'electroadressage par Cis-Bio 

25 international, lesdites techniques etant a la portee de l'homme du metier. 

Selon Invention, l'ADN cible est hybride avec une sonde de maniere a ce que son 
extremite 3' se termine immediatement avant le nucleotide a identifier. Un aS- 
phosphothioatedesoxynucl6otide est rajoutd a l'extrernite 3' de la sonde au moyen 
d'une ADN polymerase et est par consequent complements du nucleotide a 

30 identifier. 
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L'etape b) peut etre rfalisee parallelement sur 4 sites (en tetrades) pour chaque sonde 
avec addition d'un melange reactionnel comprenant un aS - 
phosphothioatedesoxynucltotide different par site. II est ainsi possible de detecter une 
mutation en une position donnfe de 1'ADN cible quelque soit la nature de la 
substitution de base. Concernant la digestion de 1'ADN a Fetape c), on peut 
avantageusement utiliser l'exonuclease HI. 

Le precede selon 1'invention est particulierement destine a la detection de mutations 
dans des genes impliquees dans des maladies. On peut notamment citer les maladies 
gteetiques h6reditaires, en particulier 1'hemochromatose, 1'anemie a hematies 
falciformes, les P et a thalassemies, la fibrose kystique, 1'hemophilie, et des mutations 
dans les genes impliqufe dans le cancer, par exemple dans les genes Ras, P 53, BRCA1 
Une liste exhaustive des mutations dans ces genes est donne sur le site internet 
15 suivant : ftp://ncbi.nlm.nih, POv/reno S itnrY/r> MIM/morhirf mar 

En outre, le procedd selon 1'invention est utile lors de 1'fcude du polymorphisme des 
■ gtees ou de toute region gen6tique et pour la detection et/ou 1' identification 
d'organismes genetiquement modifies (OGM). 
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Un autre aspect de ^invention porte sur un dispositif permettant de mettre en ceuvre le 
procede tel que decrit ci-dessus. Un tel procede peut comprendre un systeme de 
detection de la presence ou de l'absence d'ADN en un site donn<5 d'une puce, 
notamment un transducteur piezo-electrique, un transducteur a effet de champ, un' 
lecteur de densite optique ou de fluorescence. II peut etre couple a systeme' de 
25 traitement de donnees, notamment a un ordinateur. 

Un autre aspect de Invention conceme un kit comprenant une puce a ADN sur 
laquelle sont fixees des sondes et au moins un des elements choisis parmi : 
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- un lot de 4 melanges reactionnels comportant chacun un aS- 
phosphothioatedesoxynucleotide different selectionne parmi aS-dATP, aS-dTTP, 
aS-dCTP et aS-dGTP, 

une ADN polymerase, 

une exonuclease, en particulier l'exonuclease III, 

- un lot de solutions pour solubiliser l'ADN polym6rase el/ou l'exonuclease dans le 
cas ou ces enzymes se presentent sous la forme de poudre lyophilisee. 

Avantageusement, les puces de ce kit component un support solide du type ISFET, 
ENFET. 



Ce kit est destin6 a la detection de mutations de genes impliquees dans des maladies, 
notamment dans des maladies genetiques hereditaires et dans le cancer. II peut 
egalement servir pour le typage gen&ique et l'etude du polymorphisme des genes 
(pour la ddtection de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisme)) et pour la detection 
1 5 et/ou ^identification d'organismes genetiquement modifi6s (OGM). 

Legendes des figures 

Figure 1 : representation schematique d'un mode particulier de raise en ceuvre 
20 procede selon I'invention. 

a) hybridation d'une sonde liee en 5* a un support solide du type puce a ADN avec un 
acide nucteique cible, Textremite 3' de Iadite sonde s'hybridant jusqu'au nucleotide n- 
1 de 1'acide nucleique cible, 

b) incorporation dans la direction 5-3' d'un aS-dATP 

25 c) digestion par l'exonuclease III de sorte que seules les sondes elongees a l'etape b) 
ne sont pas degradees et lavage, 

d) detection de la presence ou de I'absence de la mutation par mesure directe ou 
indirecte de la presence ou de I'absence d'ADN. 
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Figure 2 : structure classique d'un support du type Mital-Oxyde-Semiconducteur 
(MOS). 

Schemas tires de Jaffrezic-Renault. 

5 Figure 3 : structures du type IFSET. 

A- IFSET tiree de Jaflfrezic-Renault 
B- DNAFET 

Figure 4 : principe des puces selon I'invention avec une serie de tirades pour la 
10 detection de mutations dans le gene de I'hemochromatose. 

Exemple 1 : mode de realisation particulier de I'invention 



15 



20 



25 



L'ADN cible comportant un fragment d'ADN qui contient une mutation T->G en 
position n a identifier, est ajoute a la surface de la puce. Ledit fragment d'ADN 
s'hybride a la sonde oligonucleotidique complementaire marquee au FITC 
Cisothiocyanate de fluoresceine) immobilisee en un site defini sur le support de la puce. 
Lors de la reaction subsequente avec la polymerase, un 
phosphothioatedesoxynucleotide (ccSdATP) incorpore se trouve en position 
complementaire par rapport au nucleotide T en position n. Si le 
phosphothioatedesoxynucleotide qui se trouve dans le melange reactionnel n'est pas 
complementaire du nucleotide a identifier (different de aSdATP), la sonde n'est pas 
prolongee en 3'. L'exonuclease m degrade ensuite toutes les sondes qui n'ont pas ete 
prolongees par un phosphothioatedesoxynucleotide. On realise ensuite la detection par 
la liaison d'un conjugue anti-FITC conjugue a la peroxydase. Une fois effectuee la 
reaction enzyme-substrat, un fort signal de mesure indique done si le nucleotide a 
identifier (T) est complementaire du phosphothioatedesoxynucleotide (aSdATP) qui a 
ete ajoute au melange reactionnel pour la reaction avec la polymerase. 



30 



WO 01/64945 



PCT/FR01/00604 



15 



10 



Exemple 2 : Utilisation d'un support de type ISFET ou ENFET (Jaffrezic-Renault 
N., Microcapteurs et Microtechniques 225-235). 

La figure 3A (tiree de Jaf&ezic-Renault) represente schematiquement la structure 
ISFET. Celle-ci derive de la structure MOSFET (voir figure 2 ; Jaffrezic-Renault) en 
ce sens que la grille metallique est remplacee par les electrolytes et l'electrode de 
reference. 

L'expression de la tension de seuil est : V T = Wsc - Wref + <p 0 - (Q s + Q F )/Gi - 2q>„ 
V T est fonction des caracteristique chimique de la solution (cp 0 est la difference de 
potentiel entre la membrane sensible et la solution). Dans le circuit present* a la figure 
3A, le courant de drain est maintenu constant et on mesure la variation de tension V 0 
qui est proportionnel a <p 0 . 
15 La membrane sensible au pH consiste en des couches minces de AI 2 0 3 , Ta 2 0 5 , Si 3 N 4 . 
D'autres membranes sensibles aux ions K*. Na + , Ag + , F\ Br , I", Ca 2 + et N0 3 " sont 
egalement disponibles. 

Dans le cadre de Tinvention, on peut fixer sur le support les sondes marquees avec un 
20 enzyme qui produit des protons, systeme ENFET (Figure 3B). On obtient ainsi, une 
mesure de la presence ou de l'absence de l'ADN sur le support suite a la digestion par 
l'exonuclease III via une mesure de la variation du pH de la solution se traduisant 
directement par une variation de la tension V T . Ce systeme peut eventuellement etre 
couple a un ou plusieurs amplificateur(s). La variation de tension denote done de la 
25 presence d'ADN. Le systeme peut etre concu de maniere a ce qu'une variation seuil de 
tension provoque ou non la passage du courant par une serie d'amplificateurs et de 
transistors et donne in fine un signal de type binaire : 

(1) variation de la tension supeneure ou egale au seuil du transistor (ADN present et 
mutation detectee), 

30 (0) variation inferieure au seuil du transistor (ADN absent et done pas de mutation). 
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Ces resultats peuvent ensuite etre importes dans un systeme de traitement de donnees 
afin de compiler les r&ultats obtenus pour chaque site donne sur la puce. 

Exemple 3: Utilisation d'un support solide du type transducteurs pifao- 
5 electrique. 

Certains material* tels que Si0 2 , Ti0 3 Ba, LiNb0 3 et les polymeres piezo-flectrique 
(PVF2) ont la propriete de se deformer lorsqu'une contrainte physique est appliquee ; 
Perrot H. et Hoummady M., Transducteurs piezo-electrique. II apparait alors un' 
potentiel electrique mesurable du a la pression exercee par la masse des molecules 
d'ADN. Cette mesure peut etre la frequence de resonance ou l'admittance autour de la 
frequence de resonance. Dans le cas de la presente invention, 1'ADN se trouve en 
milieu liquide. Des lors, on peut egalement mesurer l'admittance electroacoustique ou 
la conductivity qui depend notamment de la densite et de la viscosite de la solution 
contenant les electrolytes. On peu ainsi detecter une difference de 100 pg en, milieu 
liquide. 

Exemple 4: Utilisation du procede selon Invention pour la detection de 
mutations ponctuelles impiiquees dans rhemochromatose. 
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Les mutations ponctuelles d&ignees HHP-1, HHP-19 et HHP-29 dans US 5,753,438 
peuvent etre detecter au moyen du procede selon 1'invention en utilisant une sonde 
dont l'extemit6 3' se termine a n-1 de la position de la mutation : 
HHP-1 : 
25 sequence normale 

5' TCTTTTCAGAGCCACTCACGmCTTCCAGAGAAAGAGCCT 3' (SEQ ID N° 1) 
sequence mutee AG64 

5' TCTTTTCAGAGCCACTCACAmCTTCCAGAGAAAGAGCCT 3' (SEQ ID N° 



30 



WO 01/64945 



PCT/FR01/00604 



17 



On utilise done une sonde de sequence 5' AGAAAAGTCTCGGTGAGTG« 3' (SEQ 
ID N°3) accroch<§ en 4 sites prddeiini de la puce (site A, T, G, C). Sur le site ou on 
applique le melange reactionnel comprenant aS-dTTP (site T), on obtient un signal 
dans le cas ot il y a effectivement mutation dans l'ADN provenant de l'echantillon. 
Sur les autres sites A, G, et C , aucun signal n'est obtenu puisque l'ADN est digere par 
l'exonuclease III. 



Pour HHP-19 (A-^G)* on peut utiliser la sonde suivante : 
5'TATATAGATATTAGATATAAAGAA3 ' (SEQ ID N°4) 
10 Pour HHP-29 (A->G) ), on peut utiliser la sonde suivante : 
5'AACCCCTAAAATATCTAAAAT3' (SEQ ID N°5) 

On peut egalement detecter la mutation H63D, qui est due au remplacement d'une 
cysteine par une guanine sur le brin sens, avec les sondes SED ID N°6 et N°7 : 
15 G 
SEQ ID N°6 t 
5 ' QAGCTGTTCGTGTTCTATGATi CATGAGAnTrftr!rr;Tr;Tr;r; a nrrrrn y 

3'GTCGACAAGCACAAGATACTAGT lACTCTCAGCGGCACACCTig GGGGC 5» 

J' SEQ ID N°7 

20 C 

On peut 6galement detecter la mutation C282Y, qui est due au remplacement d'une 
guanine par une adenine sur le brin sens, avec les sondes SED ID N°8 et N°9 : 

A 

25 SEQ ID N°8 t 

5 'G jGGAAGAGCAGAGATATACGTj GCr A GGTGG A f;r a rrr a nru~r"fr^ ^ f 3, 

3' CCCTTCTCGTCTCTATATGCACl lGGTCCACCTCGTGGGTCCGGl ACCTA-5' 

l SEQIDN°9 

c 
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Les quatre oligonucleotides SED ID N°6 a 9 peuvent Stre utilises pour l'identification 
du nucleotide qui se trouve imm6diatement apres 1'extremite 3'de ces oligonucleotides. 
On peut prevoir a cet effet un systeme en tetrade (voir figure 4). 
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Exeniple 5 : detection de mutations dans des g£nes impliques dans le 



cancer. 



a) Mutations dans le gene MLH1 EST liees a 1'apparition du cancer colorectal. 

5 II existe a ce jour 60 mutations ponctuelles identifies dans MLH1 comine dtant 
impliquees dans le cancer colorectal ; Bronner (1994) Nature 368, 258, Papadopoulos 
(1994) Science 263, 1625. 
On peut citer par exemple les mutations suivantes : 
Accession Codon Nucleotide acide amine" 

10 CM950799 62 CAA-TAA Gin-Term 

CM960964 107 ATA-AGA He-Arg 

La liste complete est donnee online a www.uwcm ac.uk/uw cm /mp /ns/l/249fi1 7 html 
Au vu du nombre importants de mutations pour un meme gene, le proceed de detection 
selon Invention avec une puce comportant des sondes specifiques pour chacune des 
mutations precitees apparait done indispensable pour garantir a un patient un 
diagnostic exact. 
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b) Detection de mutations dans le gene K-ras. 

WO 91/13075 presente des sondes permettant de detecter des mutations ponctuelles 
dans le codon 12 de K-ras. Dans le cadre de l'invention, on peut greffe sur la puce les 
sondes suivantes et des lors garantir une detection complete de toutes les mutations 
possibles : 

- 5' AAGGCACTCTTGCCTACGCCA 3' (SEQ ID N°10) 

- 5' AGGCACTCTTGCCTACGCCAC 3' (SEQ ID N°l 1) 
25 - 5' AACTTGTGGTAGTTGGAGCT 3' (SEQ ID N°12) 

- 5' ACTTTGTGGTAGTTGGAGCTG 3' (SEQ ID N°13) 

- 5' ACTGGTGGTGGTTGGAGCAG 3' (SEQ ID N°14) 
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Exemple 6 : 
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1) Obiectif 

Ce travail a pour objectif la determination du polymorphisme gen6tique d'un ADN 
grace a l'utilisation d'une nouvelle technique de biopuce. 

Cette technique consiste en ramplification genique d'interfc, ITiybridation des produits 
d'amplification obtenus sur un support solide (substrat) prealablement prepare par 
fixation d'une sonde de facon covalente, extension de la sonde avec un nucleotide 
modify, r6v61ation de la degradation ou de la protection de la sonde. 



Ce protocole ci-dessous decrit est appliqud a la determination du genotype C282Y et 
H63D du gene de I'hemochromatose. 

15 

2) Protocole 

a) Preparation de PADN 

20 PCR avec amorces pour amplifier region genomique d'interet correspondant au 
genotype C282Y et H63D. 



Sequence des amorces utilisees : 



25 C282Y For : gggCTggATAACCTTggCT (SEQ ID N°l 5) 

C282Y Rev : gTCACATACCCCAgATCACA (SEQ ID N°16) 
H63D For : CCTTggTCTTTCCTTgTTTgA (SEQ ID N°17) 
H63D Rev : TCTggCTTgAAATTCTACTgg (SEQ ID N°18) 
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Ces amorces sont modifiees a leur extr^mite 5' avec 1'ajout d'un marqueur fluorescent 
Cy3 (Amersham) 

La taille des fragments d'ampli fication attend ue dans chag n* r HS est d'envimn inn & 
5 Les amplifications obtenues sont v&iftees sur gel d'agarose 1,5% 

Les sondes utilisees pour C282Y et H63D sont celles dScrites dans Pexemple 4: 
deux sondes pour chaque genotype a determiner. 

10 b) Prepar ation des supports solides 

Les sondes sont fixfes suite a une modification chimique de la surface permettant la 
reactivity de 1' extr&nites 5* des oligonucleotides sondes. 

Pour chaque genotype k determiner, 2 sondes sont dessinees permettant 1'hybridation 
15 des brins sens et anti-sens de I'amplification, et positionnees juste en amont de la base 
a reveler. 

voir description Exemple 4. 
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c) Hybridation sur les puces 

1 Dilution des amplifications volumervolume avec du TE IX 

2 Denaturation des PCR 1 00°c pendant 5 min puis deposes dans la glace 1 min 

3 Hybridation des PCR: 

Produits d'amplification dilues dans un tampon d'hybridation (SSC 5X, Denhardt 
25 IX) 

D6p6t sur le substrat de silicium de la PCR 

Les substrats sont places en chambre humide dans une boite de Petri a 37°c 
pendant 45 min sous 300 rpm 
Lavages avec SSC 5X . 
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4 Detec tion du polvmorphisme; 

a)- Elongation avec le dGTP uniquement 
Mix realise pour chaque puce : 

Bstpol 8U4il (Biolabs): 0,8 nl (soit 0,016 U/jil) 
Tampon Bst pol 10 X (Biolabs): 40 |il 
alphaThiodGTP (Amersham) 1 mM : 4 {il 
Eau sterile: 355,2 ^1 



- Dep6t des 400 jxl de Mix sur chaque puce 
■ Incubatio n k S0°C 20 min sous 300 rpm 

- Lavages avec SSC 5X 



b)- Digestion 

Mix realise pour les 3 puces 
15 Eau st&ile: 1350 jil 

Tampon Exo III 1 0 X (Biolabs); 1 50 fil 
Exo III 100U/fil (Biolabs): 0,3 pi 



- Depot des 400 pi de Mix sur chaque puce 

- Incubation a 37°c 10 min sous 300 rpm 

- Lavages dans du PBS 0, 1 % Tween 20 



d)~ Revelation 



25 La mesure de Emission de fluorescence due a Cy3 est effectuee (lecture sur un 
scanner par exemple) sur chaque plot/puce. 

3) Resultats 



30 Un signal positif a &e obtenu pour C282Y et H63D (resultats non presentes). 
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Pour les differents ADN testes, on observe une disparition de la fluorescence due k 
Cy3 dans 1 plots sur 2 pour les differents genotypes. 

5 En conclusion, une degradation de certaines sondes par PExo III est observee et cette 
degradation n'est observee que pour les brins n'ayant pas incorpor^ le thiodGTP. 
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REVENDICATIONS 



1. Precede de detection d'une mutation en position n dans un acide nucleique cible, 
5 caracterise' en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) hybridation d'une sonde liee en 5' a un support solide du type puce a ADN avec un 
acide nucleique cible, l'extremite- 3' de ladite sonde s'hybridant au maximum jusqu'au 
nucleotide n-1 de I'acide nucleique cible , 

b) elongation de la sonde hybridee a l'dtape a) par incorporation dans la direction 5'-3' 
10 de nucleotides comptementaires dudit acide nucleique cible au moyen d'un melange 

reactionnel comprenant au moins un derive de nucleotide resistant a la degradation par 
une exonuclease et une ADN polymerase, 

c) digestion par ladite exonuclease de sorte que seules les sondes elongees a I'etape b) 
ne sont pas d6gradees, lavage, 

15 d) detection de la presence ou de 1'absence de la mutation par mesure directe ou 
indirecte de la presence ou de 1'absence d'ADN. 

2. Precede selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que Ton detecte a I'etape d) la 
presence ou 1'absence de la mutation par mesure de la modification d'une propri&e du 

20 support solide liee a la presence ou a 1'absence d'ADN. 

3. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que Ton detecte a l'Stape d) la 
presence ou 1'absence de la mutation par lecture optique de la presence ou a 1'absence 
d'ADN. 
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4. Proc6d<§ selon la revendication 2 caracterise en ce que 1'on mesure a I'etape d) une 
variation d'une caracteristique physico-chimique, electrique, optique ou mecanique du 
support solide notamment choisit parmi la charge, le dopage, la conductivity la 
resistance, l'impedance ou tout autre effet de variation electrique, de l'effet de champ 
ou encore toute variation de masse entrainant une variation de champ, de la frequence 
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de resonance, de I'admittance electroacoustique, de 1'indice de refraction du support 
notamment de Tellipsometrie, des ondes evanescentes comprenant la mesure de la SPR 
(surface plasmon resonance), de Tangle de refraction de Brewster, de Tangle critique 
de reflection, de la FTR (frustrated total reflection), ou la STIR (scattered total internal 
5 reflection). 

5. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce que le support solide consiste en 
une puce a ADN comprenant un materiau selections parmi les semiconducteurs, les 
dielectriques et les transducteurs piezo-electrique ou une structure or-prisme 

10 

6. Procede selon la revendication 5 caracterise^ en ce que le support solide comprend 
des structures du type Metal-Oxyde-Semiconducteur (MOS), de preference 
Electrolyte-Oxyde-Semiconducteur(EOS). 

15 7. Procede selon la revendication 5 caracterise en ce que le support solide comprend 
des transistors a efFet de champ (FET), notamment des transistors du type ISFET ou 
ENFET. 

8. Procede selon la revendication 5 caracterise en ce qu'un groupe contenant un atome 
20 metallique est greffe sur les sondes, notamment un groupe ferrocene. 

9. Procede selon la revendication 3 caracterise que ce que Tetape d) consiste a mesurer 
la quantite de lumiere transmise a travers le support solide, ledit support etant fait d'un 
materiau transparent, notamment du verre. 

25 

10. Procede selon la revendication 3 caracterise en ce que Tetape d) consiste a 
mesurer la fluorescence des sondes prealablement marqudes. 

11. Proced6 selon Tune des revendications 9 et 10 caracterise en ce que la lecture 
30 optique est effectuee par une camera CCD. 
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12. Procede selon Tune des revendications 1 a 11 caracterise en ce qu'on utilise a 
l'etape b) un aS-phosphotMoated6soxynucleotide, de preference aS-dATP, aS-dTTP 
aS-dCTP, aS-dGTP, aS-dUTP ou aS-dlTP. 

13. Precede selon Tune des revendications 1 a 12 caracterise en ce qu'on utilise a 
l'etape c) 1'exonuclease III. 

14. Precede selon l'une des revendications 1 a 13 caracterise en ce que l'etape b) est 
realisee parallelement sur 4 sites pour chaque sonde, avec addition d'un melange 
reactionnel comprenant un aS-phosphothioatedesoxynucleotide different par site. 

15. Precede selon l'une des revendications precedentes destine a la detection de 
mutations de genes impliquees dans des maladies, notamment dans des maladies 

15 genetiques hereditaires, en particulier rhemochromatose, 1'anemie a hematies 
falciformes, les p et a thalassemies, la fibrose kystique, 1'hemophilie, et des mutations 
dans les genes impliques dans le cancer. 

16. Precede selon l'une des revendications precedentes destine a l'etude du 
20 polymorphisme des genes ou de toute region genetique. 

17. Precede selon l'une des revendications precedentes destin6 a la detection et/ou a 
1'identification d'organismes genetiquement modifies (OGM). 

25 18. Dispositif permettant de mettre en ceuvre le precede selon l'une des revendications 
precedentes. 

19. Dispositif selon la revendication 18 caracterise en ce qu'il comprend un systeme de 
detection de la presence ou de Pabsence d'ADN en un site donne d'une puce, 
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notamment un transducteur piezo-electrique, un transducteur a effet de champ, un 
lecteur de densite optique ou de fluorescence. 

20. Kit comprenant une puce a ADN sur laquelle sont fixees des sondes et au moins un 
5 des elements choisis parmi : 

- un lot de 4 melanges reactionnels comportant chacun un aS- 
phosphothioatedesoxynucleotide different selectionn6 parmi aS-dATP, aS-dTTP 
aS-dCTP, aS-dGTP, aS-dUTP et aS-dlTP, 

une ADN polymerase, 
10 - une exonuclease, en particulier I'exonuclease III, 

- un lot de solutions pour solubiliser 1 'ADN polymerase et/ou I'exonuclease dans le 
cas ou ces enzymes se presentent sous la forme de poudre. 

21. Kit selon la revendication 20 caracterisd en ce que les puces component un support 
1 5 solide du type ISFET, ENFET. 

22. Kit selon 1'une des revendications 20 et 21 caracterisd en ce qu'il est destinS a la 
detection de mutations de genes impliquees dans des maladies, notamment dans des 
maladies genetiques hereditaires et dans le cancer. 

20 

23. Kit selon 1'une des revendications 20 et 21 caract6ris6 en ce qu'il est destine" a la 
detection de SNPs (Single Nucletide Polymorphisme). 

24. Kit selon 1'une des revendications 20 et 21 caracterise en ce qu'il est destine a la 
25 detection et/ou 1' identification d'organismes genetiquement modifies (OGM). 
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<110> Nucleica 

<120> Procede de detection de mutations par puces a ADN. 

<130> D18635 

<150> FR 00 026 14 
<151> 2000-03-01 

<160> 18 

<170> Patentln Ver, 2.1 

<210> 1 
<211> 38 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Sequence HHP-1 du gene HH normal. 
<400> 1 

tcttttcaga gccactcacg cttccagaga aagagcct 38 

<210> 2 
<211> 38 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Sequence HHP-1 mutee en AG64 ♦ 
<400> 2 

tcttttcaga gccactcaca cttccagaga aagagcct 38 

<210> 3 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde de detection selon 1* invention de HHP-1 
AG64 . 

<400> 3 

agaaaagtct cggtgagtg 19 

<210> 4 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde de detection selon l f invention de HHP-19 
(A— >G) . 
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<400> 4 

tatatagata ttagatataa agaa 
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